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PROGRAMME  DU  TP :  
 I - CMI et CMB vis à vis de la streptomycine - Dénombrements bactériens 
 II - Mutation - Antibiogrammes par diffusion en gélose 
 III - Conjugaison - Antibiogrammes par diffusion en gélose 
 IV - Examen individuel 
 

I - CMI et CMB VIS A VIS DE LA STREPTOMYCINE (J1, J2, 
J3) 
 CMI : plus faible concentration d’antibiotique inhibant toute croissance visible 

CMB : plus faible concentration d’antibiotique ne laissant subsister que 0.01% de 
l’inoculum initial 
Une solution mère d’antibiotique à 10 g/L est distribuée. Calculer le volume de solution mère 
d’antibiotique à ajouter pour avoir 2 mL de milieu à 1024 mg/L. 
 1) J1 : Préparation commune aux CMI et CMB :  
- Inoculer un bouillon TS avec 1 colonie de la souche donnée sur gélose TS et incuber ce 
bouillon 1 à 2h à 37°C en bain-marie agité. 
- Préparer pendant ce temps la gamme de dilution de l’antibiotique (solution mère à 10 g/L):  
 Préparer dans des tubes à hémolyse bouchés coton des dilutions géométriques de 
raison 2 de l’antibiotique dans du bouillon MH stérile sous un volume final de 1 mL de 
façon à obtenir une gamme allant de 1024 à 8 mg/L et 1 tube témoin sans antibiotique soit 9 
tubes. 
- Préparer une dilution du bouillon de culture au moins au 1/10 en bouillon MH (cette 
dilution doit être parfaitement limpide). 

Répartir  1 mL de cette dilution dans chaque tube de la gamme d’antibiotique (la 
concentration finale en antibiotique va de 512 à 4 mg/L). Commencer par le tube témoin. 
- Numération de l’inoculum initial. - Faire sécher 30 min. 1 gélose TS avant utilisation - 
 Le tube témoin sans antibiotique (1 mL de bouillon MH + 1 mL de suspension 
bactérienne diluée au 1/10 en bouillon MH) est utilisé pour évaluer l’inoculum initial (il 
devrait renfermer @ 106 bactéries viables/mL) : Faire 4 dilutions de raison 10 en eau distillée 
stérile (50 mL dans 450 mL) : 10-1, 10-2, 10-3, 10-4 qui serviront pour l’interprétation des CMB 
car elles correspondent respectivement à 10%, 1% 0.1% et 0.01% de survivants. Ensemencer 
50 mL des différentes dilutions et de l’échantillon non dilué (100% de survivants) sur la 
gélose TS. 
- Incuber les tubes et les boîtes 18 à 24h à 37°C. 
 

 2) J2  
- Lecture de la CMI 

Déterminer la CMI  
Précisez la catégorie S, R ou I de la souche 
Dénombrer les colonies bactériennes de l’inoculum. Calculer le nombre de bactéries par mL 
de bouillon (chaque bactérie a donné naissance à une colonie) en tenant compte des dilutions. 
 - Détermination de la CMB 
Dénombrer les survivants sur milieu gélosé pour tous les tubes limpides (sans pratiquer de 
dilution) : Sécher 30 min. 1 gélose TS - Ensemencer 50mmmmL de chaque tube limpide sur cette 
gélose TS - Incuber les géloses à 37°C. 
 

3) J3 - Lecture de la CMB - Déterminer la CMB en comparant le nombre de 
survivants dénombrés dans chaque tube limpide à la gamme étalon de l’inoculum initial. 

 



 
 

II - MUTATION (J1, J2, J3) 
 - Principe. Sélection de mutants spontanés résistants à l’acide nalidixique par la 
technique du gradient de Szybalski. 
  
 1) J1 
   - Préparation du milieu de culture :  
On dispose de solutions mères d’antibiotiques à 10 g/L. La concentration finale en acide 
nalidixique dans la gélose Mueller Hinton (MH) doit être de 40 µg/mL.  
 

- Calculer le volume de solution mère d’antibiotique à ajouter à 20 mL de gélose. 
- Ajouter l’antibiotique à 20 mL de gélose de MH fondue et refroidie à ˜  50°C. 
- Couler dans une boîte de Petri. Laisser solidifier en position inclinée. 
- Lorsque la gélose est solidifiée, repérer l’axe et le noter sur le fond de la boîte. 
- Mettre la boîte à plat et rétablir le niveau avec ˜  20 mL de gélose MH sans 

antibiotique fondue et refroidie à ˜  50°C. 
- Laisser solidifier. L’antibiotique va diffuser et il s’établit un gradient de 

concentration allant de 0 à 40 mg/mL. 
- Mettre à sécher au moins 30 min. à l’étuve avant utilisation de la gélose. 

 
 - Préparation de la souche bactérienne  
La souche Escherichia coli 2 est distribuée sur gélose Trypticase Soja (TS). 
Préparer une suspension très dense (comme du lait concentré) dans ̃ 1 mL d’eau distillée 
stérile (³  1010 bactéries/mL). 
Ensemencer le milieu de culture par étalement au râteau de 0.2 mL de suspension 
bactérienne. 
Incuber 24h à 37°C.  
 
 - Sensibilité aux antibiotiques ( voir fiche technique) :  
Pratiquer un antibiogramme par la méthode des disques pour vérifier la sensibilité de la 
souche.  
Faire sécher 10 min. 2 géloses de Mueller-Hinton. 
Ensemencer ces 2 géloses MH avec la même suspension bactérienne.     Tester :  
Boîte 1 : sulfamides, triméthoprime, acide nalidixique, streptomycine, kanamycine, 
gentamicine. Placer un disque de rifampicine au centre. 
Boîte 2 : amoxicilline, amoxicilline+acide clavulanique, céfalotine, céfotaxime, ticarcilline, 
péfloxacine. 
 
 2) J2 
- Lire l’antibiogramme (voir fiche technique). 
- Repérer et compter les colonies de mutants résistants qui ont poussé dans la partie de la boîte 
où l’antibiotique est le plus concentré. 
- Pratiquer un antibiogramme par la méthode des disques sur une colonie pour vérifier 
l’apparition de la résistance. Utiliser une suspension bactérienne moins diluée pour 
ensemencer 1 gélose MH préséchée 10 min. : 1 colonie dans 10 mL d’eau distillée. 
Déposer les antibiotiques de la boîte 1 et rajouter la péfloxacine au centre. 
 
 3) J3 
Lecture de l’antibiogramme. 



III - CONJUGAISON (J1, J2, 
J3) 
- Principe. Mise en contact directe de deux bactéries et transfert d’une information génétique 
d’une bactérie donneuse possédant les gènes tra+ vers une bactérie receveuse (J. 
LEDERBERG et E. TATUM, 1946). Dans le TP, la sélection du transconjugant (recombinant 
stable) se fait sur un milieu de sélection contenant deux antibiotiques ; un correspond au 
marqueur de résistance chromosomique de la réceptrice et l’autre à un marqueur de résistance 
porté par des plasmides conjugatifs hébergés par la donatrice. La fréquence de transfert est 
estimée par le rapport entre le nombre de transconjugants et le nombre de bactéries donatrices. 
 
 1) J1 

- Préparation du mélange Donatrice (M99)-Réceptrice (C600) : 
Les bactéries donatrice et réceptrice sont distribuées en bouillon Trypticase Soja (TS). 

Mélanger 1 ml de donatrice et 4 ml de réceptrice dans un tube stérile. 
Agiter doucement le tube pour homogénéiser le mélange. 
Incuber 24h à 37°C dans le bain-marie sans agitation. 

 
- Préparation du milieu de sélection : 

On dispose de solutions mères d’antibiotiques à 10 g/L. La concentration finale en acide 
nalidixique et en kanamycine dans la gélose Mueller Hinton (MH) doivent être de 50 µg/mL. 

- Calculer le volume de solution mère d’antibiotique à ajouter à 20 mL de gélose. 
- Ajouter les antibiotiques à 20 mL de gélose de MH fondue et refroidie à ˜  50°C. 
- Couler dans une boîte de Petri. 
- Laisser solidifier sans incliner. 

 
 
 
 
 
 2) J2 
 - Sélection des transconjugants sur le milieu de sélection séché : 
- Isoler sur ½ de boîte le mélange Donatrice/Réceptrice. Etaler le contenu de 1 anse. 
- Isoler sur ¼ de boîte la Donatrice. Etaler le contenu de 1 anse. 
- Isoler sur le ¼ de boîte restant la Réceptrice. Etaler le contenu de 1 anse. 
- Incuber la gélose 24h à 37°C. 
 

- Lecture des antibiogrammes de la Donatrice et de la Réceptrice. 
Donatrice  (M99): La souche donatrice est la souche E. coli 2 utilisée dans le paragraphe 
Mutation (J1).  
 
Réceptrice (C600): La souche réceptrice est une souche E. coli sensible à toutes les 
molécules sauf à l’acide nalidixique. La bactérie pousse au contact du disque d’acide 
nalidixique. 

- Relever son antibiogramme parmi les clichés fournis. 
 
 - Dénombrement de la Receptrice sur gélose TS. Voir le cliché numération 
receptrice ensemencé avec 50µl des dilutions correspondantes : 
 
En J1, 50 mL des dilutions 10-5, 10-6 et 10-7 du bouillon de la donatrice ont été ensemencés sur 
une même gélose. La gélose a été incubée 24h à 37°C. 

- Calculer le nombre de donatrice par mL. 
- Evaluer la concordance et la pureté. 

NB. Donner aux enseignants 
- Les bouillons de la Donatrice et de la Réceptrice. Ils seront stockés à 4°C (voir J2). 
- Le milieu sélecteur. Il sera mis à sécher à l’étuve puis stocké à 4°C (voir J2). 



- Exploiter ce dénombrement en J3. 
 

 
 
 3) J3 
 

- Milieu de sélection : 
- Vérifier la sélectivité du milieu. 
- Repérer les colonies des transconjugants. 
- Calculer le nombre de transconjugants par mL (volume 1 anse = 5 mmmml). 
 

- Estimer la fréquence de transfert pour 24 h de croisement. 
La fréquence est le rapport entre nombre de transconjugants/ml et nombre de donatrices/ml. 

 
- Lecture et interprétation de l’antibiogramme du transconjugant : 

- Utiliser l’antibiogramme et/ou les clichés mis à votre disposition dans la salle de TP. 
 
 
 
 
 
 
COMPTE  RENDU par binôme : à rendre impérativement en J3 à la fin de la séance : 
  
 - CMI, CMB, rapport CMB/CMI, dénombrement du témoin. 

- MUTATION et INTERPRETATION des ANTIBIOGRAMMES de la souche E. coli 
2 avant et après mutation. 

- CONJUGAISON de la souche E. coli 2 et INTERPRETATION. 
Ne pas oublier les n° et nom des souches. 
 
Utiliser le fichier compte-rendu L3 UE 6.3 b : Bactériologie et Virologie Générales 
disponible sur le site web http://microbiologie.univ-tours.fr 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



FICHES TECHNIQUES 
 
COLORATION DE GRAM :  à partir d’une colonie dissociée dans une très petite goutte d’eau
  
COLORATION DE GRAM :  à partir d’un bouillon : Déposer 1 goutte de bouillon non dilué 
 
Réaliser un frottis sur une lame :      
 
Sécher lentement. Flamber à l’alcool 100° (1 ou 2 gouttes).  
Recouvrir la lame de violet de gentiane (1 min.). Vider. 
Recouvrir la lame de lugol (1 min.). Vider. Rincer à l’eau. 
Décolorer à l’alcool 100° : recouvrir la lame 15 s. d’alcool 100°. Rincer immédiatement à l’eau. 
Recommencer cette décoloration si la lame n’est pas transparente. 
Recouvrir la lame d’eau. Ajouter 4 gouttes de fuchsine (1 min.). Rincer à l’eau.  
Sécher en tamponnant délicatement la lame avec un papier absorbant. Marquer la lame. 
 
EMPLOI DU MICROSCOPE  
Nettoyer objectifs et oculaires au papier Joseph avant et après chaque utilisation. Ne pas coller les 
yeux sur les oculaires. L’objectif x 40 ne doit jamais recevoir d’huile.  
 - Lames colorées 
Les bactéries sont tuées, fixées sur la lame et colorées. 
Condensateur monté jusqu’à la lame si le microscope le permet. Diaphragme ouvert. Objectif x 100 à 
immersion (avec huile). Pour la mise au point, l’objectif trempe dans la goutte d’huile. Nettoyer au 
papier Joseph après utilisation de l’objectif. 
 
 - Etat frais 
Les bactéries sont vivantes en bouillon.  
Déposer une anse de bouillon entre lame et lamelle. Observer l’abondance, (la forme), le groupement 
et la mobilité des bactéries. 
Condensateur baissé si le microscope le permet. Diaphragme fermé. Objectif x 40 à sec (sans huile). 
Pour la mise au point, l’objectif est à environ 1 mm au-dessus de la lamelle.  
 
TECHNIQUES D’ENSEMENCEMENT DES DIFFERENTS MILIEUX D E CULTURE  
 - Milieux liquides 
Pour tous les milieux liquides, dissocier dans le liquide une colonie prélevée avec l’anse métallique. 
ex :  - bouillon trypticase-soja (TS) 
 - milieu de RM/VP (Clark et Lubs) 
 - milieu urée-indole de Ferguson 
 
 - Milieux solides 
  - en boîtes de Petri.  --> Isolement en quadrant. 
- gélose TS (peptones, NaCl 5%, agar)   
- milieu de Drigalski (peptone, lactose, bleu de bromothymol, cristal violet, sels biliaires, agar) 
- milieu de Chapman (peptone, mannitol, rouge de phénol, NaCl 75 g/L, agar) 
     --> Faire une strie. 
- gélose à l’ADN ( peptone, ADN, NaCl 5%, agar). 
 
  - en tube. 
 

Milieu Ensemencement Bouchon 
 

mannitol-mobilité Piqûre fermé 
viande-foie Piqûre entrouvert 
Kliger-Hajna strie sur la pente + piqûre du culot entrouvert 

 
 



REVELATION ET LECTURE DES MILIEUX D’IDENTIFICATION 
 
Milieux de Drigalski et de Chapman : lire le métabolisme des sucres. 
 
          Lecture 

Milieu Test Réactif à ajouter test positif test négatif 
 

urée-indole uréase 
indole 
TDA 

0 
Kovacs 
FeCl3 

rouge 
anneau rose 
brun foncé 

orange 
jaune, beige 
brun clair 

Clark et Lubs RM 
VP 

rouge de méthyle 
10 gouttes NaOH puis 
10 gouttes a Naphtol 

rouge 
rose en 10’- tube 
incliné 

jaune 
jaune, beige 

Gélose à l’ADN DNAse HC1 halo clair  
Mannitol-
Mobilité 

Mannitol 
Gazogène 
Mobilité 

0 
0 
0 

jaune 
bulle 
épaisseur de la 
gélose trouble 

rouge 
- 
épaisseur de la 
gélose limpide 

 
TECHNIQUE DE L’ANTIBIOGRAMME PAR DIFFUSION EN GELOS E 
 - Protocole 
Préparer la dilution suivante de manière à obtenir » 106 bactéries/mL :  
 - Entérobactérie ou Pseudomonas :  
- 1 colonie dans 10 mL d’eau puis 3 gouttes de cette dilution dans 10 mL d’eau 
- 1 anse de platine d’un bouillon de 18 heures dans 10 mL d’eau 
 - Streptocoque : 2 colonies dans 10 mL d’eau 
 - Staphylocoque : » ½ colonie dans 10 mL d’eau 
Vortexer la suspension. 
Ensemencer une gélose de Mueller-Hinton (MH) préséchée par inondation puis réaspiration 
immédiate du surplus. 
 
Quand la boîte est sèche, déposer à sa surface avec les distributeurs ou si nécessaire à l’aide 
d’une pince stérilisée par flambage des disques de papier buvard imprégnés d’antibiotique que 
vous espacerez de » 3 cm. 
 
Laisser la boîte 15 min. sur la paillasse (prédiffusion de l’antibiotique). 
Incuber 18 à 24 heures à 37°C. 
 
 - Lecture et interprétation 
Mesurer les diamètres d’inhibition. Les comparer aux diamètres critiques. Classer la souche 
dans l’une des 3 catégories S, I ou R pour chaque antibiotique. 
Rechercher les synergies, les antagonismes et les repousses de bactéries. 
Interpréter pour les b-lactamines la présence et la nature de la b-lactamase (pénicillinase ou 
céphalosporinase ou absence de b-lactamase). 
Commenter la sensibilité aux sulfamides et au triméthoprime et à l’association des 2 
composés. 
 
 
 
 
 

fiches techniques 



 


